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１．緒言
天然酵素は温度，ｐＨや環境変化による変性，調製や精製が高価である欠点がある。近年，天然酵素に
代わるぺルオキシダーゼ(POD)を模倣した金属や酸化物ナノ粒子の研究が盛んに行われるようになった。
最初の研究は，これまで生物学的，化学的にも不活性と考えられていたFe304マグネタイトナノ粒子
(MNPs)が天然酵素ＰＯＤのような触媒活性を持つことをＧａｏ等')が発見して以来，同様の触媒活性を持
つ研究が多く報告2.3)されるようになった。著者は備前焼の独特の色彩は酸化鉄に由来し４)，備前焼の中
にＰＯＤのような触媒活性をもつMNPsが含まれているのではという疑問から研究を開始した。
過酸化水素溶液に基質として2,21-アジノーピス（3-エチルベンゾーチアゾリンー6-スルホン酸）ジアンモ
ニウム塩(ATBS)溶液と備前焼の紛体を加えると青色を呈色しＡＢＴＳの酸化反応を促進することを見いだ
した。また，備前焼の代わりに自然界に存在する鉄さびも同様の触媒作用を示し，ＰＯＤを模倣する触媒
活性を有することも見いだした。本研究では，備前焼と鉄さびを用い，過酸化水素とグルコースの検出
条件に及ぼす培養時間，ｐＨ，過酸化水素濃度，および温度の影響について検討したので報告する。
２．結果と考察
Fig1Bizenyakiandlroncorrosionshowperoxidase-likeactivity.Ａ;Bizenyaki,Ｂ;Ironcorrosion，
Ｃ;Bizenyakipowder,Ｄ;Ironcorrosionpowder,Ｅ;Bizcnyaki-ABTS-H202,Ｆ;Imncorrosion-ABTS-Glucosc．
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この実験に使用した備前焼（A)と鉄さび（B)，その紛体を（C)と（D)に示した（Fig.1)。Ｆｉｇｌの(D）
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から鉄さびは磁性を有することを示している。過酸化水素溶液に基質としてＡBTS，備前焼紛体を加え
ると青色を呈した（E)。はじめにグルコース溶液に酵素グルコースオキシダーゼ（GOX)を加え，グル
コースをグルコン酸と過酸化水素に分解したのち，基質ＡBTSと鉄さびを加えたときの発色をFig.１の
(F)に示した。この結果から備前焼紛体と鉄さびが天然酵素ＰＯＤの作用をすることを発見した。このＰＯＤ
作用は，備前焼や鉄さび中のＭＮＰｓが溶液中に溶け出し，球状ナノ粒子の表面に存在するFc2十イオンが
過酸化水素を水酸化物イオンとヒドロキシラジカルに酸化分解し，このラジカルが基質であるＡＢＴＳを
酸化すると推定される，)。溶液中に溶出したMNPsの大きさはＤＬＳ分析から80,ｍと130,ｍの粒子が存
在し，比色分析とICP分析から溶液中の鉄濃度は0.5ppm前後の溶出が見られた。また，鉄さびや備前焼
を0.2Ｍ酢酸緩衝溶液（pH3.5）と混合した溶液を４０℃で』恒温槽中で振とう後，Ｎｏ５Ａろ紙（の９０ｍｍ）
を用いる過した。そのろ液とろ過に使用したろ紙が天然酵素ＰＯＤ作用を示したことから，上記で溶出し
たIvTNsがＰＯＤ作用をすると推定できる。また，Ｘ線解析とFT-IR分析から1600cm､Ｉと3400cm.'付近
にＯＨ吸収帯と580cm.'付近にＦｅ－Ｏ吸収帯がみられ`)，鉄さび中にa-FeOOHが存在することがわかっ
た。このＭＰＮｓのＰＯＤ作用は汚泥処理上で有機物の分解に使用されているFenton反応に類似したメカ
ニズムで酸化促進が起こるものと思われる。
MNPsのＰＯＤ触媒作用に及ぼす過酸化水素濃度，ｐＨ，温度の影響について検討した.その結果をＦｉｇ２
に示した。ｐＨについてはｐＨ3.5,温度４０℃，過酸化水素濃度については，典型的なミカエリスメンテ
ン曲線を示し，過酸化水素濃度0.5,Ｍから10,Ｍまで直線となった。また，培養時間は60mｉｎで平衡に
達した。この結果，過酸化水素の分析に備前焼と鉄さびがＰＯＤとして応用できることがわかった。次に
グルコースオキシダーゼ（GOX）とＭＮＰｓを用いたグルコースの検出について検討した。グルコースの
検出は２段階反応，最初，培養温度３５℃，ｐＨ6.8のリン酸緩衝溶液中で酵素ＧＯＤによるグルコースの
酸化で過酸化水素が生成する。次に培養温度４０℃，ｐＨ3.5の２Ｍ酢酸緩衝溶液に備前焼（鉄さび）と基
質としてＡBTSを加え培養した結果,０．５，ＭからｌＯｍＭのグルコースを分析できることがわかった(Fig.１
の（F))。本研究から，新たに備前焼は第３の機能，活性酸素や過酸化水素を消化する酵素ＰＯＤ触媒作
用に類似した機能を持つことが判明した。これらの鉄さびや備前焼粉体は安価で将来，臨床，環境分野，
バイオセンサーや磁性を利用した新しい分離・分析法の開発に応用できると期待される。
Fig.２Theperoxidase-likeactivityofthcBizenyakiandironcorrosionispH,temperature,H202
concentrationandincubationｔｉｍｅ．
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天然酵素ぺルオキシダーゼ触媒活性を持つ備前焼と鉄さびによる過酸化水素とグルコースの検出に関する研究３５
３．実験方法
試薬と装置：ATBS，ＰＯＤ（1.1ＬＬ7)はシグマ製，バソフエナンスロリンスルホン酸ナトリウム，酢酸，
酢酸ナトリウムはナカライテスク製試薬を，その他の試薬はすべて試薬特級品をそのまま使用した。純
水はイオン交換水をミリ。に通したもの使用した。備前焼はカッターで約１ｃｍ角に切断し，メノウ乳鉢
で粉砕混合したものを，鉄さびは本学キャンパスで採取した鉄さびを磁石で選別したものを使用した
（Fig.1)。分光光度計は日立製作所製Ｄ-5100,ｐＨメータは堀場Ｄ-51,培養にはタイテック製パーソナル
－１１ＳＤセットを使用した。
測定：マイクロチューブ（Ｌ５ｍｌ）に鉄さび（備前焼紛体）ＬＯｍｇ前後はかり取り，1.0~100,Ｍ過酸化
水素溶液２０“Ｌ，10.4mMABTS10quL，0.2Ｍ酢酸緩衝溶液（pH3.5）２００αＬと水を加え1.0mlにした。
このマイクロチューブを４０℃にセットした,恒温槽に入れ2.0ｈ培養後，５０ｍlメスフラスコに試料Ｏ５ｍｌ
採取し，水で全容5.0mlにしたのち，1.0ｃｍガラスセルを用い波長417,ｍで吸光度を測定した。
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itsApplicationsinH202andGlucoseDetection
TakehiroKOiilna
Depα伽e"/q/Z推脳e"Ce,〃c"ﾉj(〕ﾉq/Scje"Ce,ＯﾉﾋとI〕’α"，α伽vemlD′q/Sbje"Ｃｅ，
１－１，Ｒ加j-c/to,Ｋ】〃kz`,Ｏﾉﾋと!〕ﾉａｍａ－ｓｈｉ,700-000コJqpα〃
（ReceivedSeptember30,2014;acceptedNovember6，2014）
ThepresentpaperdemonstratetheproofofconceptofusmgBizenyakiandironcoITosionasan
effectiveperoxidasesubstrate2,2i-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfbnicacid）diammoniumsalt
(ABTS）ｍｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＨ２０２ｔｏｐｒｏｄｕｃｅａｂｌuesolutionIfUrherdemonstratesuccessfUlly
Bizenyaki‐orironcolTosion-basedcolorimetricassaytodetectH202andglucose
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